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研究成果の概要：２種類の Gata1遺伝子改変マウスを解析し、GATA1の量的異常と構造異常
が、それぞれ赤血球、巨核球系列特異的前駆細胞の異常蓄積を引き起こすこと、しかし、GATA1
の単独異常では白血病を発症せず、いずれの場合も白血病発症さらなる遺伝子の異常が引き金
となることを明らかにした。また 2種類の Gata2遺伝子改変マウスの解析から、造血幹細胞や
多能性前駆細胞の恒常性維持には GATA2 発現量のダイナミックな変化による精緻な制御が必
須であることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
造血幹細胞が、自己複製をしながら特異
的な性質を持った多系列の血液細胞に分化
する過程では、遺伝子発現の特異的かつ精
密な制御が必須である。転写因子 GATA1お
よび GATA2は、いずれも血液系細胞に発現
しているが、GATA1が赤血球・巨核球系細
胞に分化した細胞に発現しているのに対し、
GATA2は造血前駆細胞に発現している。し
かし、細胞を用いた分化誘導実験や従来の
遺伝子ノックアウトマウス法では、胎児期
における重篤な造血機能障害に基づく致死
表現型により、それらの機能欠失を成体造
血まで深く解析することは困難であった。
申請者らは、先に、Gata1遺伝子の発現制御
領域（G1-HRDと呼称する）を、マウス個体
を用いて詳細に解析し、同領域を用いて
GATA2を発現させると Gata1遺伝子破壊マ
ウスの胎生致死を回避できることを発見し
た。すなわち、これら二つの GATA因子の
機能は，第一義的にそれぞれの遺伝子が分
子進化過程で獲得してきたそれぞれの遺伝
子に固有の時・空間的な発現制御機構によ
り決定されているものと結論される。さら
に、同領域を用いてダウン症候群関連巨核
芽性白血病細胞にみられる GATA-1変異体
（アミノ末端ドメインを欠失した短型
GATA1）を発現させるだけでは、白血病を
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引き起こさないことを見いだした。このこ
とは、同白血病発症に関わる関連遺伝子の
存在を示唆している。申請者はさらに、赤
血球系細胞の増殖・分化・細胞死抑制が
GATA1により統一的に制御されており、こ
の統御過程の破綻が未熟な赤血球前駆細胞
の蓄積を招来し，白血病発症の前段階とな
ること、また、GATA2の発現抑制が造血前
駆細胞から系列特異的な血液細胞への分化
の引き金となることを明らかにした。興味
深いことに、GATA1の発現は GATA2およ
び GATA1自身により正に調節されるのに
対し、GATA2の発現は GATA1により抑制
される。この事象より、GATA1と GATA2
の発現における量的質的なバランスが造血
環境の恒常性維持に重要であることが強く
示唆される。 
 
２．研究の目的 
GATA1は赤血球や巨核球分化に、GATA2
は造血幹細胞の維持・増殖に必須な因子で
あるが、従来の遺伝子ノックアウトマウス
法では、胎児期における重篤な造血機能障
害に基づく致死表現型により、それらの機
能欠失を成体造血まで深く解析することは
困難であった。一方、近年のマウス発生工
学の発展により、時・空間的に選択された
遺伝子破壊マウスの解析が可能となってき
ている。申請者は，2003年度に米国 Michigan
大学に留学し、先端的な哺乳動物遺伝学の
手法を学び、さらに、所属する研究施設に
おいて、このような遺伝子ノックダウン法
や条件付きノックアウト手法をとりこんだ
マウス発生工学による転写因子の機能解析
実験系の立ち上げに取り組んできた。その
過程で、Gata1遺伝子ノックダウンマウスの
解析、Gata1条件付きノックアウトマウス、
Gata2遺伝子ノックダウンマウスおよび
Gata2条件付きノックアウトマウスの樹立
に成功している。現在までに，Gata1遺伝子
改変マウスの解析から、1) GATA1が胎児型
造血のみならず、成獣骨髄の赤血球や巨核
球分化に必須であること、2) GATA1ノック
ダウンマウスでは GATA2が強発現してい
る c-kit陽性細胞が蓄積し、その一部に白血
病を発症すること、3) その発症率がマウス
系統に依り異なることから、白血病関連遺
伝子の存在が死されること、4) この白血病
細胞には Hoechst33342染色陰性の Side 
Population（SP）細胞と非 SP細胞とが混在
し，SP細胞群には自己複製能を獲得した細
胞（白血病幹細胞）が濃縮されていること
を見いだした。興味深いことに、この白血
病幹細胞は非 SP細胞と同様の赤血球系細胞
特異的な表面抗原を有している一方で、正
常骨髄幹細胞と同様に細胞周期の進行が停
止し、静止期にとどまっていた。すなわち、
本来は自己複製能を持たない赤血球前駆細
胞がなんらかの遺伝子変異により自己複製
能を獲得し、白血病幹細胞に形質転換した
ものと考えられる。さらに、GATA2ノック
ダウンマウスの骨髄では、Hoechst33342染
色陰性の SP細胞が減少する一方で、骨髄球
系前駆細胞が著増することを見いだした。
このことは，造血幹細胞の自己複製能の維
持には GATA2が重要であることを示す。す
なわち、GATA1と GATA2の量的バランス
の変動が、造血幹細胞や白血病幹細胞の自
己複製能の維持・獲得に何らかの関与を及
ぼしている可能性を示唆している。本申請
研究の目的は、造血幹細胞および赤血球系
前駆細胞の増殖と分化の制御メカニズムを、
系列特異的な転写因子のプロトタイプとし
てすでに機能解明が進んでいる GATA1と
GATA2に焦点を当て、先端的な手法を包括
的に応用して、マウス個体レベルでダイナ
ミックに解析することにある。 
 
３．研究の方法 
(1) 造血幹細胞から系列細胞への分化メカ
ニズムの解明 
造血幹細胞の維持と増殖にはGATA2の発
現が必須であること、GATA2の発現抑制が
造血幹細胞から系列特異的な血液細胞への
分化の引き金となる(Minegishiet et al. 2003)
ことより、造血機構の解析には GATA2の機
能貢献を解析することが必要と考えられる。
ところが、従来の手法による GATA2ノック
アウトマウスは、胎生 10-11日に造血不全に
より致死であるため、成人型造血における
GATA2の機能を検討することが不可能であ
った。そこで、本申請研究では、条件付き
遺伝子ノックアウトおよびノックダウンの
手法を用い、誘導的かつ臓器特異的に
GATA-2の発現を抑制し，個体における造血
幹細胞から系列特異的な血液細胞への分化
のメカニズムを解析する。 
具体的には， 
① Gata2遺伝子ノックダウンマウスのホモ
接合体(G2[KD/KD])は，胎生致死を逃れて出
生するが、ほぼ全例で Hoechst33342染色陰
性の Side Population（SP）細胞が減少し、骨
髄球系前駆細胞が著増している。本マウス
を用いて、成獣骨髄造血幹細胞の維持機構
と骨髄球系列への分化制御メカニズムにつ
いて解析する。本マウスはすでに C57BL6
系統に純系化されているので、γ線照射し
たレシピエントマウスに移植し、骨髄再建
を試みる。 
② Gata2遺伝子ノックダウンマウス
(G2[KD/+])と Gata2遺伝子座 GFPノックイ
ンノックアウトマウス（G2[GFP/+]）の遺伝
子改変複合体マウス（G2[GFP/CKO]）を作
成し、胎児肝造血細胞の増殖や分化を解析
  
する。G2[KD/GFP]は GATA2ノックアウト
ホモマウスより数日間延命できるので、胎
児肝での解析が可能である。特に、GATA2
を発現すべき細胞はノックインされた GFP
により識別可能であり、GFP陽性細胞を
FACS Vantageを用いて選別し、コロニーア
ッセイや試験管内分化誘導実験を行い、
GATA2 を欠失した細胞の特性を検討する．
さらに、GFP陽性細胞をγ線照射したレシ
ピエントマウスに移植し、骨髄再建を試み
る。 
③ Gata2遺伝子条件付きノックアウトマ
ウス（G2[CKO/+]）,G2[GFP/+])および
Mx1-Creマウス（本マウスでは
Polyinosinic-polycytidylic acid（pI-pC）投与
により Creリコンビナーゼの発現を誘導で
きる）の遺伝子改変三重複合体マウス
（G2[GFP/CKO]::Mx1Cre）を作成する。こ
の複合体マウスに pI-pCを投与し、成獣骨
髄中の造血幹細胞での GATA2の発現を抑
制して、幹細胞の増殖や分化を解析する。
特に、GATA2を発現すべき細胞はノックイ
ンされた GFPにより識別可能であるので、
GFP陽性細胞を FACS Vantageを用いて選
別し、コロニーアッセイや試験管内分化誘
導実験を行い、GATA2を欠失した細胞の特
性を検討する。また、下流遺伝子の発現様
式を検討することにより、系列分化へのメ
カニズムを検討する。さらに、半致死照射
したレシピエントマウスを、
G2[GFP/CKO]::Mx1Creマウス骨髄より採取
した GFP陽性細胞を用いて骨髄再建をおこ
なう。このレシピエントマウスに pI-pCを
投与し、骨髄中の GATA2を欠失した造血
幹細胞の細胞自立的な増殖や分化を解析す
る。この系により、幹細胞の可塑性につい
て検討する。 
(2)白血病モデルマウスを用いた白血病幹細
胞の同定と解析 
GATA1は GATA2により発現誘導され、
赤血球や巨核球の分化に必須な転写因子で
ある。Gata1遺伝子には、血液細胞特異的な
GATA1発現に重要な IEエキソンと、精巣セ
ルトリ細胞特異的な GATA1の発現に重要
な ITエキソンが存在するが、申請者の所属
する研究室では、先に IEエキソン特異的な
Gata1遺伝子ノックダウンマウスを作成し，
その解析から，胎児型赤血球造血（一次造
血）には GATA1発現が必須であることを明
らかにした。さらに申請者は、KDマウスの
解析から、GATA1が赤血球の増殖・分化・
細胞死抑制を統合的に制御していること、
また、GATA1の発現低下によるこの統御の
破綻が未熟な赤血球前駆細胞の蓄積を招来
し、c-Kit陽性の白血病を発症する前段階を
構成していることを明らかにした。また、
申請者はすでに、GATA1ノックダウンマウ
スに発症する白血病では、Hoechst33342染
色陰性の Side Population（SP）細胞と、染色
陽性の非 SP細胞が存在すること、自己複製
能を示す白血病幹細胞は SP細胞分画に濃縮
されていることを、ヌードマウスへの移植
実験から明らかにしている。そこで本研究
では、白血病モデルマウスを用いて、白血
病幹細胞の自己複製能の分子メカニズムを
解析する。この白血病幹細胞は、造血幹細
胞の表面抗原を有さず、非 SP細胞と同様の
表面抗原を呈していることから、本来は自
己複製能を持たない前駆細胞が遺伝子変異
により自己複製能を獲得したものと考えら
れる。そこで、正常の骨髄中の造血幹細胞
および前駆細胞と、白血病幹細胞および非
SP 細胞の遺伝子発現プロファイルを検討し、
自己複製能獲得に関わる遺伝子や自己複製
能喪失に関わる遺伝子の同定を試みる。 
(3)白血病モデルマウスを用いた白血病発
症メカニズム解析 
申請者は，GATA1ノックダウンマウスの
白血病発症率がマウスの系統に依存し、
C57BL6系統ではほぼ全例白血病を発症す
るのに対し、Balb/c系統では全く発症しな
いことを見いだしている。そこで本研究で
は、GATA1機能低下に関連する白血病感受
性遺伝子を明らかにする目的で、以下の解
析を行う。 
① Balb/c系統に 15世代以上戻し交配して
得られた GATA-1ノックダウンマウスを野
生型 C57BL6に２世代交配し、得られた
GATA1ノックダウンマウスの F2個体群を
長期飼育して白血病発症群と白血病非発症
群に２別する。白血病非発症マウスよりゲ
ノム DNAを抽出し、量的形質座位（QTL：
Quantitative Trait Locus）解析を行う。 
② レトロウイルス挿入法を用いて GATA1
ノックダウンマウスに白血病を誘発し、白
血病関連遺伝子の網羅的解析を行なう。
Gata1遺伝子の IEエキソンの両端に loxP配
列を挿入した条件付き Gata1遺伝子ノック
ダウンマウスを作成し、そのヘミ接合体
（G1[CKD/Y]）と Mx1-Creマウスとの遺伝
子改変複合体マウス（G1[CKD/Y]::Mx1Cre）
を作成する。この複合体マウスに pI-pCを
投与し、成獣骨髄中の造血幹細胞での
GATA1の発現を低下させ、赤血球の増殖・
分化・細胞死抑制の統合的制御を破綻させ
る。GATA1の機能が低下している細胞は、
分化抑制と増殖促進およびアポトーシス抑
制により個体造血組織に蓄積するが、残存
した正常骨髄幹細胞由来の赤血球前駆細胞
は正常に分化するので、このマウス個体は
生存することができる。すなわち、後天的
に幼弱な赤血球前駆細胞が蓄積する前白血
病モデルマウスをつくることができる。こ
の前白血病モデルマウスを用いて、白血病
  
発症のメカニズムを解析する。 
 
４．研究成果 
(1) GATA1は赤血球系細胞の増殖・分化・
細胞死抑制が GATA1により統一的に制御
されており，Gata1遺伝子ノックダウンマウ
スヘテロマウスでは、ランダムな X染色体
の不活化によりノックダウンアリルが活性
化した細胞において、この統御の破綻が未
熟な赤血球前駆細胞の蓄積を招来し，その
一部に白血病を発症する。一方、ダウン症
候群関連巨核芽性白血病細胞（AMKL）や
その前癌状態である一過性骨髄増殖性疾患
（TMD）の芽球にみられる GATA1変異体
（アミノ末端ドメインを欠失した短型
GATA1）を発現させるだけで、新生時期の
TMD 様病態を引き起こすことができるが、
その病態は生後まもなく消失し、AMKL発
症には至らないことを見いだした（図参照）。
すなわち、GATA1の量的異常（ノックダウ
ン変異）により赤血球系列の、また、GATA1
の質的異常（短型 GATA1変異）により巨核
球系列の前癌病態が構築され、そこで異常
に蓄積した前駆細胞に引き続いて起こる遺
伝子変異が加わることにより白血病発症を
発症するという、GATA関連白血病におけ
る多段階発がんメカニズムを提唱した。 
 
(2) ノックダウンマウスに発症する白血病
細胞には Hoechst33342染色陰性の Side 
Population（SP）細胞と非 SP細胞とが混在
し、SP細胞群には自己複製能を獲得した細
胞（白血病幹細胞）が濃縮されていること
を見いだした。興味深いことに、この白血
病幹細胞は非 SP細胞と同様の赤血球系細胞
特異的な表面抗原を有している一方で，正
常骨髄幹細胞と同様に細胞周期の進行が停
止し、静止期にとどまっていた。
5-fluorouracil (5-FU)を白血病マウスに投与
すると、通常の白血病細胞は 5-FUにより淘
汰されるが、白血病幹細胞は正常造血幹細
胞と同様に全く影響を受けず、むしろ細胞
周期に移行し、急速にもとの白血病状態に
もどった。興味深いことに、正常造血幹細
胞と異なり、ひとたび細胞周期に移行した
白血病幹細胞は、二度ともとの静止期には
もどらず、白血病幹細胞数も増加した。以
上より、再発白血病患者の病態増悪の原因
のひとつに、不完全な治療による白血病幹
細胞自体の悪性変化が関与している可能性
が示唆された。 
(3) Gata2条件付きノックアウトマウスの骨
髄では c-Kit/Sca1陽性細胞が激減するが、
Gata2遺伝子ノックダウンマウスの骨髄で
は，むしろ骨髄球系前駆細胞が著増してい
ること、また、Gata2遺伝子ノックダウンマ
ウスでは、幼児期より骨髄球前駆細胞の異
常蓄積を認め、若年性骨髄単球性白血病様
の病態を呈すること、を見いだした。この
ことは、造血幹細胞や多能性前駆細胞の恒
常性維持には GATA2発現量のダイナミッ
クな変化による精緻な制御が必須であるこ
とを示している。 
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